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(3) Verfahren zur schonenden Markierung von Geweben mit analytischen Sonden und Affinitatsliganden 

(57) Die Erfindung betrifft Boronsaure-Derivate und Boron- 
saureester-Derivate, wobei ein substituiertes Alkyliden an 
mindestens eine btospezifische Verbindung gekoppelt 
und eine Borsaure-Gruppe aufweist, an welche vorzugs 
weise polymere Trager verbunden sind, die Herstellung 
derselben und ein Verfahren zur schonenden Markierung 
von Tragern mit einer Vielzahl von unterschiedlichen bio- 
spezifischen Verbindungen, wie biochemischen Sonden. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betriflt Boron saure-Derivate, 
Boronsaureester-Derivate, die Herstellung derselben und 
Verfahren zur schonenden Markierung von, vorzugsweise 5 
polymeren, Tragern mit einer Vielzahl von unterschiedli- 
chen biospezifischen Verbindungen, wie biochemischen 
Sonden. 

Unter Tragern wird auch im Sinne der Erfindung Trager 
oder Tragermaterialien wie poly mere Verbindungen z. B. to 
verschiedene Pflanzenzellen, Zellorganellen, Teile dersel- 
ben, lebende oder tote Gewebe, Gewebeschnitten oder der- 
gleichen verstanden. Unter Trager konnen auch die Mono- 
mere der polymeren Trager verstanden werden. 

Unter biospezifischen Verbindungen oder Sonden werden 15 
im Sinne der Erfindung biochemisch wirksame Verbindun- 
gen, pharmazeutisch wirksame Verbindungen, biologisch 
wirksame Verbindungen und/odcr diagnostisch wirksame 
Verbindungen verstanden. 

Insbesondere versteht man unter biochemisch wirksamen 20 
Verbindungen im Sinne der Erfindung auch Proben oder 
Verbindungen zum qualitativen und quantitativen Nach- 
weis, Anreicherung, Isolierung. Reindarstellung oder Er- 
kennen von Konzentrationen, Mengen etc. eines Stoffes, ei- 
ner Koinponenle, insbesondere des biologischen Typs oder 25 
von Milieu in Organismen oder Teilen derselben wie in Ge- 
webe, in Organen, Zellen, Zellkompartimenten, Zell-, Ge- 
webeextxakten etc., z. B. Farbstoffe, physiologische Indika- 
toren, oder ebenso pharmazeutisch wirksamen Verbindun- 
gen solche zur Behandlung von Krankheitszustanden, wie 30 
Antibiotika, Antimykotika, Enzyminhibitoren, Chelate, 
oder biologisch wirksamen Verbindungen, welche enzyma- 
tisch katalysierte Reaktionen in bei spiels weise Zellen, Ge- 
weben, Organen, Organismen zu beeinflussen vermogen, 
wie Pestizide oder Herbizide, oder diagnostisch wirksamen 35 
Verbindung, welche Zellen oder Zellkompartimente eines 
bestimmten Status wie entartete Zellen erkennen konnen 
bzw. an solche zu binden imstande sind, verstanden. Sonden 
konnen sein Farbstoffe, physiologische Indikatoren, Anti- 
biotika, Antimykotika, Enzyminhibitoren, Chelate, Lipide, 40 
Tracer, Oligopeptide, Oligonukleotide, Oligosaccharide 
oder dergleichen bzw. die entsprechenden monomeren Bau- 
steine. 

Unter Boronsaure ist die altere Bezeichnung fur organi- 
sche Derivate der Borsaure zu verstehen, entsprechendes 45 
gilt fur die Bezeichnung Boronat. 

Im Stand der Technik sind cyclische Borsaureester als 
Schutzgruppen in der organischen Synthesechemie bekannt. 
Aufgabe der Erfindung ist es, Borsaureester-Derivate unter 
schonender Kopplungsreaktionen an biospezifische Verbin- 50 
dungen zu binden und diese an Trager zu koppeln, ohne daG 
die biologische, biochemische oder pharmazeutische Wirk- 
samkeit der biospezifischen Verbindungen verloren, zumin- 
dest aber nicht nennenswert beeintrachtigt wird. 

Die Erfindung betrifft Boronsaure-Derivate der Formel 55 
(Z) k Y-B(OH) 2 , die dadurch gekennzeichnet sind, daB 
Y: ein substituiertes oder unsubstituiertes Alkyliden des ge- 
sattigt-unverzweigten, gesattigt-verzweigten oder ungesat- 
tigten Typs, vorzugsweise Propyliden oder 2- Methyltrime- 
thylen, oder ein substituierter cyclischer Rest des gesattig- 60 
ten, heterocyclischen, alicyclischen oder aromatischen 
Typs, insbesondere Arylen, wie 1,3-Phenylen oder Benzy- 
len, ist, sowie 

Z: eine substituierte oder unsubstituierte biospezifische Ver- 
bindung ist, an wclchcr vorzugsweise ein oder nichrcrc Rc- 65 
ste der Formel (-D-E) gekoppelt sind, worin 
D: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unverzweigten, 
gesattigt-verzweigten oder ungesattigten T\ps oder ein sub- 
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stituierter cyclischer Rest des gesattigten, heterocyclischen, 
alicyclischen oder aromatischen Typs, insbesondere Arylen, 
wie 1.3-Phenylen oder Benzylen, und 
E: -B(OH) 2 oder -0-B(OH) 2 oder 




sind, 

worin L gleich T oder Z, wobei Z benachbarte substituierte 
oder unsubstituierte OH- Gruppen aufweist, 
T: ein, vorzugsweise polymerer, Tragerrest mit benachbar- 
ten substituierten und/oder unsubstituierten OH-Gruppen 
sind, und 

k eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung bezieht sich auf 
ein Boronsaureester-Derivate der Formel [(Z) k Y-B] m C, die 
dadurch gekennzeichnet sind, daB 




T: ein, vorzugsweise polymerer, Tragerrest mit benachbar- 
ten substituierten und/oder unsubstituierten OH-Gruppen, 
Y: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unverzweigten, 
gesattigt-verzweigten oder ungesattigten Typs, vorzugs- 
weise Propyliden, oder ein substituierter cyclischer Rest des 
gesattigten, heterocyclischen, oder aromatischen Typs, ins- 
besondere Arylen, wie 1,3-Phenylen oder Benzylen, 
Z eine substituierte oder unsubstituierte biospezifische Ver- 
bindung sind, an welcher vorzugsweise eine oder mehrere 
Reste der Formel (-D-E) gekoppelt sind, worin 
D: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unverzweigten, 
gesattigt-verzweigten oder ungesattigten Typs, vorzugs- 
weise Propyliden oder 2- Melhyltriinethylen, odereinsubsti- 
tuierter cyclischer Rest des gesattigten, heterocyclischen, 
alicyclischen oder aromatischen Typs, insbesondere ein 
Arylen, wie 1,3-Phenylen oder Benzylen, und 
E: -B(OH) 2 oder-0-B(OH) 2 oder 

sind, 

worin L gleich T oder Z ist, wobei Z benachbarte substitu- 
ierten oder unsubstituierten OH- Gruppen aufweist, 
k eine ganze Zahl von 1 bis 1 0 ist und 
m eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung bezieht sich auf 
ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Bo- 
ronsaure-Derivate, zur schonenden Markierung von, vor- 
zugsweise polymeren, Tragern mit biospezifischen Verbin- 
dungen, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB 

a) die biospezifische Verbindung in einem Ansatz mit 
cincm substituierten Boronsaurc-Dcrivat, vorzugs- 
weise bei Raumtemperatur, in einem polaren Losungs- 
mittel, wie Dimethylformamid, und einer Base, wie 
Triethylamin, 1 bis 5 Stunden lang inkubiert wird, 
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b) ansehlieBend /ur Fallung der substituicricn biospe- 
zifischen Vcrbindung ein organisches Losungsiniitel 
als 1-allungsmittcl. insbesondere lit her, zu dem Ansatz 
gegeben wird. 

c) die getallte substituicrtc biospc/ifischc Vcrbindung 5 
getrocknet wird. 

Hin weiterer Gegenstand dor lirlindung ist aut ein Verlah- 
ren /ur Ilerstellung dcr LTtindungsgemaBen Boronsauree- 
ster-Derivale geriehtet, /ur schonenden Markicrung von, 10 
vor/ugsweisc polvmeren, Triigern mil biospe/.ifischen Ver- 
bindungen, wobci 

a) die biospc/ifischc Vcrbindung in eineni Ansat/. mil 
cincm substituicrten Boron sau re- Deri vat, vorzugs- 15 
wcisc bci Raumtemperatur, in cincm poiarcn Losungs- 
rnittcl, wie Dimeihyltornianiid, und cincr Base, vor- 
/.ugsweise Triethylaniin, 1 bis 5 Stundcn lang inkubiert 
wird, 

c) ansehlieBend /ur l allung der substiluierten biospe- 20 
/ifischen Vcrbindung lit her zu dem Ansat/ gegeben 
wird, 

d) die getallte substituicrtc biospezirische Vcrbindung 
gctroeknet wird und 

c) ansehlieBend mil cincm, vor/.ugsweise polvmeren, 25 
Triiger mil benaehbartcn Ilvdroxyl-CJruppen, vor/ugs- 
wcise bci Raumtemperatur, bei pTI 6 bis 8, vor/ugs- 
weisc pi I 7. vcrestert wird. Pin weiterer Gegenstand 
dcr Prhndung ist auf cine Vcrwcndung dcr erfindungs- 
gemaBen Boronsaure-Derivate als biologisch wirk- M) 
same Vcrbindung, als biochemisch wirksamc Verbin- 
dung, phanna/culisch wirksamc Vcrbindung oder als 
diagnostisch wirksamc Vcrbindung gcrichtct und auf 
cine Vcrwcndung dcr ertindungsgemaBen Boronsiiu- 
reester-Derivate geriehtet als biologisch wirksamc Vcr- VS 
bindung, biochemisch wirksamc Vcrbindung, phanna- 
/cutisch wirksamc Vcrbindung oder als diagnostisch 
wirksamc Vcrbindung. 

In cincr Ausfuhrungsform dcr ertindungsgcmaBcn Boron- 40 
saure-Denvate konncn als Alky liden bivalcnte Gruppen wie 
Kthyliden, Propyliden. Tetraniethylen. 2-Methyltrimethylen 
oder 2. 2-Dimethyltriniethylen sein. Diese konncn weiter 
substituicrt scin. Als Arylcn sind bivalente aromatischc 
Gruppen wic 1 ,2-Phenylcn, 1 ,3-Phenylen, 1 .4-Phenylcn, 4S 
oder auch substituicrtc bivalent aromatischc Gruppen wic 4- 
Methyl-1.3-Phenylen, 4-Amino -1, 3-Phenyien. 

Ini l allc dcr substituicrten Boronai-Gruppe, wenn 
P gleich 

SO 




nvl verbundene Inrino-Gruppe kovalent gekoppch sein. 

/udeni ist cs moglieh bci den erhndungsmaBen Boron- 
saure-Derivate, daB die biospezihsche Vcrbindung ininde- 
stens ein Vertreier der cine biologisch wirks.ime Vcrbin- 
dung, cine pharmazeutisch wirksamc Vcrbindung, cine bio- 
chemisch wirksamc Vcrbindung und cine diagnostisch wirk- 
samc Vcrbindung umlasscndcn Gruppe ist. Die biologisch 
wirksamen Vcrbindungcn konncn linzynvinhibiioren, Ilerbi- 
/idc oder Pesti/.ide, die phanna/.cutisch wirksamen Vcrbin- 
dungcn cin Antibiotikum oder Antimykoiikum scin. Dcr po- 
lvinere Tragerrest kann PHanzenzellen, /ellorganellen, 
Teile derselben, Gewebe, Gewebeschnitten oder dergleichen 
scin. 

Die ertindungsgcmaBcn Boron saureester- Deri vate dcr 
Ponnel {/\ Y-B C konncn dadureh gckenn/eichnct scin, 
daB 



ist, stcht L bcispielsweisc fur einen polvmeren Tragerrest 
oder fur cine biospc/ifischc Vcrbindung /. wobci Sauerstoff 
:in vicinalen KohlonsiolTaloincn des Trhgerrestes b/w. tier 
biospc/ilischcn Vcrbindung. nicht an gcminalen, kovalcnt 
gebunden ist. 

In cincr Ausfuhrungsforni der crhndungsgemiiBen Bor- 
saure-Dcnvate der lorniel /-Y-B (OHi 2 kann 
Y: fur 1 ,3-Phenylen, l-Imino-3-Phenyl. 

/: cine substituicrtc biospc/ifischc Vcrbindung stehen; wci- <W 
tcrhin kann die biospezirische Vcrbindung liber die Imino- 
(Imppierung an dem Phenyl-Rest in 3-Position oder iibcr 
bcispielsweisc Isothiocvanato-Gruppierung an die am Phc- 



k eine gan/e /ahl von 1 bis 5, 

T: cin, vor/ugsweisc poly merer, Tragerrest mil benaehbar- 
tcn substituicrten und/oder unsubsiituierten OH-Gruppcn, 
Y: cin substituicrtcs Alkylidcn des gesattigt-unvcr/weigten, 
gesattigt-vcr/wcigtcn oder ungesattigtcn Typs cxier 
ein substituiertcr cyclischcr Rest des gesattigten, heterocy- 
clischcn, alicyclischcn oder aroniatischen Typs, insbeson- 
derc Arylcn, 

wie 1.3-Phcnylen oder Ben/ylcn, 

/ eine substituicrtc cxier unsubstituierte biospc/ifischc Vcr- 
bindung sind, an wclehcr vor/ugsweisc cine cxier mehrere 
Reste der Ponnel (-D-H) gckoppelt sind. worin 
D: cin substituicrtcs Alkylidcn des gesattigt-unvcr/wcigten, 
gesattigt-verzweigten oder ungesattigtcn Typs oder cin sub- 
stituiertcr cyclischcr Rest des gesattigten, heierocyelischen, 
alicvclischcn oder aroniatischen Typs. insbesondcre Ary lcn. 
wic 1.3-Phenvlen, 
K -R(()II, oder -0-B(OH) 2 oder 




sind. 

worin L gleich T oder / ist. wobci / henachbartc substitu- 
icrtc cxier unsubstituierte OII-Gruppen autweist. 

In einer Ausfuhrungsform der erlindungsgemaBen Boron- 
saureester-Dcrivate konncn als Alkylidcn bivalente Grup- 
pen uie Pthy liden, Propyliden. Tetraniethylen. 2-Methyltri- 
mcthylen oder 2,2-Dimethy ltrimeihyien scin. Dicsc konncn 
weiter substituicrt scin. Als Aryien sind bivalente aromati- 
schc Ciruppc n wic 1 ,2-Pheny len, 1,3-Phcnylcn, 1.4-Phcny- 
len, otier auch substituicrtc bivalent aromatischc Ciruppcn 
wie 4- Met hy 1- 1 .3- Phc n y len . 4- Am i no- 1 , 3-Pheny le n . 

In cincr Ausfuhrungsform dcr erlindungsgemaBen Bor- 
saureester-Derivate konncn 

Y fur 1,3-Phcnylcn, 1 -Imino-3-Pheny l und / fur cine substi- 
tuicrtc biospe/ihsche Vcrbindung stehen: wcitcrhin kann die 
biospe zi tise he Vcrbindung ubcr die Imino-Gruppierung an 
dem Phenyl-Rest in 3-PositicMi oder ubcr bcispielsweisc niit- 
tels Isothicxryanato-Ciruppierung an die am Phenyl verbun- 
dene Imino-Ciruppo kovalcnt gckoppelt scin. Im I'alle der 
substituicrten Boron at -Gruppc, wenn C gleich 
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ist, steht T beispielsweise fur einen polymeren Tragerrest, 
wobei Sauerstoff an vicinalen KohlenstorTatomen des Tra- 
gerresles, nichL an genii nalen, kovalenl gebunden ist. 
Ebenso wenn E gleich 




ist, steht L beispielsweise fur einen polymeren Tragerrest T 
oder fur eine biospezifische Verbindung Z, wobei Sauerstoff 
an vicinalen KohlenstorTatomen des Tragerrestes bzw. der 
biospezifischen Verbindung, nicht an geminalen, kovalent 
gebunden ist. 

Ebenso ist es moglich, daB 
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T: ein poly merer Tragerrest mit benachbarten substituierten 
und/oder unsubstituierten OH-Gruppen, 
Y: 1 ,3-Pheny len und 

Z eine substituierte biospezifische Verbindung sind. 

Weiterhin kann in einer besonderen Ausfiihrungsform die 
biospezifische Verbindung mindestens ein Vertreter der eine 
biologisch wirksame Verbindung, eine pharmazeutisch 
wirksame Verbindung, eine biochemisch wirksame Verbin- 
dung und eine diagnostisch wirksame Verbindung umfas- 
senden Gruppe sein. A Is biologisch wirksame Verbindungen 
eignen Enzyminhibitoren, Herbizide oder Pestizide, als 
pharmazeutisch wirksame Verbindungen ein Antibiotikum 
oder Antimykotikum und als poly mere Tragerrest Pflanzen- 
zellen, Zellorganellen, Teile derselben, Gewebe, Gewebe- 
schnitten oder dergleichen. Vorzugsweise ist die biospezifi- 
sche Verbindung mindestens ein FarbstofT, vorzugsweise 
substituiertes Ruorescein. 

In einer besonderen Ausfiihrungsform der erfindungsge- 
maBen Boronsaureester-Derivate kann die biospezifische 
Verbindung mindestens ein Vertreter der biochemisch, wie 
ein Farbstoff, ein physiologischer Indikator, eine biologisch, 
diagnostisch und/oder pharmazeutisch wirksame Verbin- 
dung, Chelate, Lipide, Tracer, Oligopeptide, Oligonukleo- 
tide, Oligosaccharide oder dergleichen umfassenden Gruppe 
sein, wobei beispielsweise die biologisch, insbesondere En- 
zyminhibitoren, oder pharmazeutisch wirksame Verbin- 
dung, insbesondere ein Antibiotikum, Antimykotikum, sein 
kdnnen. Hinzukommend kann der poly me re Trager Pflan- 
zenzellen, Zellorganellen, Teile derselben, Gewebe, Gewe- 
beschnitten oder dergleichen oder substituierte Lectine, Nu- 
kleinsaure-Derivate oder dergleichen sein. Jedoch kann der 
Trager auch ein Monomer des polymeren Tragers oderdie 
biospezifische vicinale Hydroxy 1-Gruppen aufweisende 
Verbindung sein. 

Die chemischen Bindungen zwischen den Tragern und 
den Sonden sind cyclische Borsaureester mit einer uberra- 
schend hohen Slabilitat unter physiologischen Bedingun- 
gen. Eine Voraussetzung fur diese Verknupfung kann sein, 



daB der polymere Trager benachbarte Hydroxy 1-Gruppen 
(vicinale Diolgruppen) enthalt und der Ligand mindestens 
eine Boron saure-Gruppe mit einem organischen Rest, wel- 
cher z. B. aus der Acyclen, Aromaten, Alicyclen, wie Cy- 
cloalkane, Cycloalkene, Cycloalkine, und Heterocyclen wie 
5- oder 6- Ring heterocyclen umfassenden Gruppe ausge- 
wahlt ist umfaBt. Vorzugsweise kann die substituierte Bo- 
ronsaure-Gruppe als organischen Rest ein Alkyl des gesat- 
tigt-unverzweigten, gesattigt-verzweigten oder ungesattig- 
ten-unverzweigten oder ungesattigt-verzweigten Typs, ein 
cyclischer Rest des gesattigten oder aromatischen Typs wie 
Phenylboronsaure-Gruppen sein. 

Da Zellen, wie z. B. Pflanzenzellen eine Vielzahl von po- 
lymeren Kohlenhydraten mit freien, vicinalen Diolgruppen 
15 enthalten, ist eine gezielte Markierung mit Borsaurederiva- 
ten moglich. Ein weiterer, neben der unerwartet hohen Sta- 
bility der Bindung, hervorzuhebender Vorteil gegenUber 
gangigen Immobilisicrungsmcthodcn ist die schr schonende 
Kopplungschemie. die es iiberraschenderweise erlaubt, z. B. 
20 bei pH 7.0 und in physiologischen Puffersystemen Markie- 
rungen durchzufuhren. 

Cyclische Borsaureester sind als Schutzgruppen in der 
Organischen Synthesechemie bekannt (Th. W. Greene; 
P.G.M. Wuts: Protective Groups in Organic Svnthesis, Se- 
25 cond Edition, John Wiley & Sons, 1991, S. 141 fl). Vollig 
neu aber ist der Einsatz von Borsaure-Derivaten zur geziel- 
ten Immobilisierung von analytischen Sonden an z. B. Zell- 
kompartimente. Die iiberraschenderweise sehr selektive 
Kopplungschemie eroffnet ein nicht vorhersehbares, auBer- 
30 ordentlich breites Anwendungsspektrum. Das chemoselek- 
tive Reaktionsverhalten dieser Borsaure-Derivate erlaubt es, 
neuartige Verbindungen herzustellen, die z. B. fur die kom- 
parumentspezifische Markierung von Pflanzenzellwanden 
bedeutsam werden konnen. Es ist literaturbekannt, daB die 
35 MolekulgroBe maBgebbch die Eindringtiefe in Geweben be- 
stimmt. Daruberhinaus ist bekannt, daB viele Zellkomparti- 
mente von Membranen umgeben sind, die nur Molekule bis 
zu einenbestimmten Molekulargewicht wie z. B. 10 kD pas- 
sieren lassen. MaBgeschneiderte Sonden mit unterschiedli- 
40 chen Molekulargewichten machen so eine kompartiment- 
spezifische Markierung moglich, die zura Studium von 
Membraneigenschaften, wie z. B. pH-Messung und/ oder 
auch Messung von Ionenstromen, wie z. B. Fe 2+ /Fe 3+ - 
Tran sport geeignet sind. AuBerdem ist es moglich, verschie- 
45 dene analytische Sonden miteinander zu kombinieren, um 
verschiedenen Parameter wie z. B. pH-Wert und Fe 3+ -Kon- 
zentration gleichzeitig zu quantifizieren. 

Abb. 1 zeigen beispielhaft: das Reaktionsverhalten einer 
maBgeschneiderten Sonde in 

Fig. la) die substituierte biospezifische Verbindung hier 
Fluorescein-Boronsaure-Derivat (hier Addukt 1) 
b) das stabile Fluorescein-Boronsaureester-Derivat (hier 
Addukt 2). 

Das Fluorescein-Boronsaure Addukt 1 (Abb. la) kann 
mit benachbarten Hydroxylgruppen von z. B. Zellwanden 
unter physiologischen Bedingungen zum stabilen cycli- 
schen Boronsaureester-Derivat 2 (Abb. lb) unter Wasserab- 
spaltung regieren. Das so gebundene Fluorescein stellt eine 
analytische Sonde fur die HMonen Konzentration dar, da 
60 diese Verbindung eine pH-abhangige Ruoreszens aufweist. 
Das nachfolgende Ausfiihrungsbei spiel zeigt lediglich 
eine Ausgestaltung der Erfindung. 
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Synthese- und Ausfuhrungsbeispiele 
1 , Herstellung des Adduktes 1 (in Abb. 1 a) 
0.173 g (0.001 Mol) Aminobenzolboronsaure-Hydro- 
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chlorid (Fa. Aldrich) und 0.389 g (0.001 Mol) Fluoreseeini- 
sothicKyanat (— 1 I IX " ) (l a. Aldrich) werden in 20 nil Dinie- 
thvlfonnamid eingeruhrt und 1 Aquivalent Triethylanun 
hin/ugefugt. Nach S h wird das Addukt 1 in F.lher gefallt, 
mil l{i her gewaschen und anschlietiend geiroeknet. Aus- s 
bcuic: 0.5 g (W( ). 

HPLC: Rt: = 27.5 min; 0.01 M Ammoniumfonnial pll 5, 
Mclhanol; KX)bis0'# i30niin). 

2. lTFC-Markierung von Pflanzenzellen io 

Herstellung des Addukies 2 (Abb. lb; FITC-Markierung 
von Pflanzenzellen): Ausgesuehte Wur/cln von 2 Wochen 
alien prckullivicrten Wei/enkcimcn wurden auf Objekttra- 
ger pla/iert und anschlicBcnd solort mil 1 c k Agamahrlosung 15 
(PBS= Phosphal gepufferte Koehsalz-Losung) bedeck I. Pro- 
ben dieser Zellen wurden bei verschiedenen Temperaturen 
mil untersehiedlieh kon/.entriertcn Losungen voni Addukt 1 
(10 1(X) Mmolar in PBS) und ais Kontrolle mil dem ent- 
spreehenden nicht derivatisierieni Fluorescein fur 1 bis 12 h 20 
ini dunkeln inkubiert. Danach wurden die Proben nach aus- 
giebigem Waschen mil einein konfokalcn Lasermikroskop 
(Anregung 490 nm, Fluoreszens bei 600 nm) mileinander 
verglichen. Die Proben, die mil dem Addukt 1 inkubiert 
wurden, /.eigien ein stabiles Fluoreszenssigrial. Im Ciegcn- 25 
sal/, da/.u wiesen die Proben, die mil nicht markicrtcm VYYC 
behandelt wurden keine stabile Fluoreszens auf 

Abb. ) zeigt beispielhaft das Reaktionsverhalten einer 
niatigeschneidcrten Sonde. 
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Patent an spriiche 

1. Boronsaure-Derivate der Fonnel (Z) k Y-B (OIIK 
da (lurch gekennzeichnet, daB 

Y: ein substituiertes oder unsubstituieries Alkyliden VS 
des gesattigt-unver/weigten, gesattigt-ver/weigten 
oder ungesattigten Typs, vorzugsweise Propyliden cxier 
2- Methyllrimethylen. cxier ein substituierter cyclischer 
Rest des gesattigten, heterocyclisehcn. alicyclischen 
oder aromatischen Typs, insbesondere Ary len, wie 1 ,3- -w 
Phenvlen oder Benzylen, ist, sowie 
/: eine substituicrte oder unsubstituierte biospe/itische 
Verbindung ist, an welcher vorzugsweise ein oder meh- 
rere Reste der Forme 1 (-D-K) gekoppelt sind, worin 
D: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unver- 45 
zweigten, gesattigt-ver/weigten oder ungesattigten 
Tvps oder ein substituierter cyclischer Resi des gesat- 
tigten, heterocyclisehcn, alicyclischen cxier aromati- 
schen Typs, insbesondere Ary len, wie 1,3-Phenvlcn 
cxier Benzvlen, und 50 
F: -B(OTT)Mx1er-0-B(OTI), cxier 




sind. worin T. gleich 'I" ixler /. wobei /. henachbarte 
substituiene cxier unsubstituierte OTI- Ciruppen auf- 
weist, 

T: ein, vorzugsweise poly merer. Tragerrcst mil benach- 

barten substituierten und/oder unsubstituierten OH- 

Ciruppen sind. und 

k eine gan/.e Zahl von 1 bis 10 ist. 

2. Boronsaure-Derivate der Fonnel /-Y-B <OII) 2 nach 

Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB 

Y: 1.3-Phenvlcn sowie 



Z: eine substituiene hiospezilische Verbindung sind. 

3. Boronsaure-Derivate nach Anspruch 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet. daB die biospe/itische Verbin- 
dung mindestens ein Venreter der eine biologiseh wirk- 
same Verbindung, eine phannazeutisch wirksame Ver- 
bindung, eine biochemisch wirksame Verbindung und 
cine diagnostisch wirksame Verbindung umfassenden 
Ciruppe ist. 

4. Boron siiu re- 1 Private nach Anspruch 3, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB die biologiseh wirksame Verbindung 
Hn/yminhibitoren, ITerbizide cxier Pestizide ist. 

5. Boronsaure-Derivate nach Anspruch 3 oder 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB die phannazeutisch wirk- 
same Verbindung ein Antibiotikum cxier Antimykoti- 
kunt ist. 

0. Boronsaure-Derivate nach einein der Anspriiche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB der poly mere Tra- 
gerrcst Pllanzenzellen, Zellorgancllen, Tcilc derselben, 
(jewebe, Gewebesehnitten cxier dergleichen ist. 
7. Boronsaureester- Deri vale derFormel |i/) k Y-B| m (\ 
dadurch gekennzeichnet, daB 



C: 



-o. 



-o* 



T: ein, vorzugsweise pol y merer, Triigerre si mil benach- 
barten substituierten und/oder unsubstituierten OII- 
(iruppen, 

Y: ein substituiertes Alkyliden des gesaltigl-unver- 
/weiglen, gesaltigt-ver/.wcigien oder ungesattigten 
Typs, vorzugsweise Propyliden, ocier ein substituierter 
cyclischer Rest des gesattigten, heterocyclischen, ali- 
cyclischen oder arotnatischen Typs. insbesondere Ary- 
len, wie 1 ,3-Phenylencxier Benzylen, 
Z eine substituiene cxier unsubstituierte hiospezilische 
Verbindung sind. an welcher vorzugsweise eine cxier 
mehrcre Reste der Fonnel (-D-F) gekoppelt sind, wo- 
rin 

D: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unver- 
zweigten, gesattigt-ver/weigten cxier ungesattigten 
Typs. vorzugsweise Propyliden ocier 2- Methyllrime- 
thylen, cxier cm substituierter cyclischer Rest des ge- 
sattigten, heteroevclisehen, alicyclischen cxier aromati- 
schen Typs, insbesondere ein An len. wie 1 ,3-Phenvien 
oder Benzvlen, und 
F;; -B(OTT)\cxier-0-B(OH) 2 oder 




sind. worin L gleich T <\kr Z ist. wobei Z henachbarte 
substituierten oder unsubstituierten OTI- CJruppen auf 
weist, 

k eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist und 

m eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist. 

8. Boronsaureestcr-Derivaie der Fonnel <Z> k Y-B C* 

nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
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k eine ganze Zahl von 1 bis 5, 

T: ein, vorzugsweise polymerer, Tragerrest mit. benach- 
barten substituierten und/oder unsubstituierten OH- 
Gruppen, io 
Y: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unver- 
zweigten, gesattigt-verzweigten oder ungesattigten 
Typs oder ein substituierter cyclischer Rest des gesat- 
tigten, heterocyclischen, alicyclischen oder aromati- 
schen Typs, insbesondere Arylen, wiel,3-Phenylen 15 
oder Benzylen, 

Z eine substituierte oder unsubstituierte biospezifische 
Verbindung sind, an welcher vorzugsweise eine oder 
mehrere Reste der Formel (-D-E) gekoppelt sind, wo- 
rin 20 
D: ein substituiertes Alkyliden des gesattigt-unver- 
zweigten, gesattigt-verzweigten oder ungesattigten 
Typs oder ein substituierter cyclischer Rest des gesat- 
tigten, heterocyclischen, alicyclischen oder aromati- 
schen Typs, insbesondere Arylen, wie 1,3-Phenylen, 25 
E: -B(OH)2oder-0-B(OH) 2 oder 
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sind, worin L gleich T oder Z ist, wobei Z benachbarte 
substituierte oder unsubstituierte OH- Gruppen auf- 35 
weist, 

9. Boronsaureester-Derivate der Formel Z- Y-B C nach 
Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB 



40 
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T: ein polymerer Tragerrest mit benachbarten substitu- 
ierten unoVoder unsubstituierten OH-Gruppen, 1,3- 
Phenylen und 

Z eine substituierte biospezifische Verbindung sind. 

10. Boronsaureester-Derivate nach einem der Ansprii- 
che 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die biospezi- 
fische Verbindung rnindestens ein Vertreter der eine 
biologisch wirksame Verbindung, eine pharmazeutisch 
wirksame Verbindung, eine biochemisch wirksame 55 
Verbindung und eine diagnostisch wirksame Verbin- 
dung umfassenden Gruppe ist. 

1 1 . Boronsaureester-Derivate nach einem der Ansprii- 
che 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die biolo- 
gisch wirksame Verbindung Enzyminhibitoren, Herbi- 
zide oder Pestizide ist. 

12. Boronsaureester-Derivate nach einem der Ansprii- 
che 7 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die pharma- 
zeutisch wirksame Verbindung ein Antibiotikum oder 
Antimykotikum ist. 65 

13. Boronsaureester-Derivate nach einem der Anspru- 
che 7 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB der poly- 
mere Tragerrest Pflanzenzellen, Zellorganellen, Teile 



derselben, Gewebe, Gewebeschnitten oder dergleichen 
ist. 

14. Boronsaureester-Derivate nach einem der Anspru- 
che 7 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB die biospe- 
zifische Verbindung rnindestens ein Farbstoff, vorzugs- 
weise substituiertes Fluorescein, ist. 

15. Verfahren zur Hersteilung der Boron saure-Deri- 
vate nach einem der Anspriiche 1 bis 6, zur schonenden 
Markierung von, vorzugsweise polymeren, Tragern mit 
biospezifischen Verbindungen, dadurch gekennzeich- 
net, daB 

a) die biospezifische Verbindung in einem Ansatz 
mit einem substituierten Boronsaure-Derivat, vor- 
zugsweise bei Raumtemperatur, in einem polaren 
Losungsmittel und einer Base, vorzugsweise Trie- 
thylamin, 1 bis 5 Stunden lang inkubiert wird, 

b) anschlieBend zur Fallung der substituierten 
biospezifischen Verbindung Ether zu dem Ansatz 
gegeben wird und 

c) die gefallte substituierte biospezifische Verbin- 
dung getrocknet wird. 

16. Verfahren zur Hersteilung der Boronsaureester- 
Derivate nach einem der Anspruche 7 bis 14, zur scho- 
nenden Markierung von, vorzugsweise polymeren, 
Tragern nut biospezifischen Verbindungen, dadurch 
gekennzeichnet, daB 

a) die biospezifische Verbindung in einem Ansatz 
mit einem substituierten Boronsaure-Derivat, vor- 
zugsweise bei Raumtemperatur, in einem polaren 
Losungsmittel und einer Base, vorzugsweise Trie- 
thylamin, 1 bis 5 Stunden lang inkubiert wird, 

c) anschlieBend zur Fallung der substituierten 
biospezifischen Verbindung Ether zu dem Ansatz 
gegeben wird, 

d) die gefallte substituierte biospezifische Verbin- 
dung getrocknet wird und 

e) anschlieBend mit einem, vorzugsweise poly- 
meren, Trager mit benachbarten Hydroxyl-Grup- 
pen, vorzugsweise bei Raumtemperatur, bei pH 6 
bis 8, vorzugsweise pH 7, verestert wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB 0.1 bis 40 mMol, vorzugsweise 1 bis 
20 mMol, am bevorzugtesten 0.5 bis 5 mMol, biospezi- 
fische Verbindung in einem Ansatz mit 0.1 bis 40 
mMol, vorzugsweise 1 bis 20 mMol, am bevorzugte- 
sten 0.5 bis 5 mMol, substituiertes Boronsaure-Derivat 
in 5 bis 40 ml polarem Losungsmittel und 0.1 bis 10, 
bevorzugterweise 1 bis 5, Aquivalent Triethylamin 1 
bis 5 Stunden lang inkubiert wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB 1 mMol biospezifische Verbindung in ei- 
nem Ansatz mit 1 mMol substituiertes Boronsaure-De- 
rivat in 20 ml polarem Losungsmittel und 1 Aquivalent 
Triethylamin 5 Stunden lang inkubiert wird. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB als polares Losungsmittel 
Dimethylformarnid verwendet wird. 

20. Verwendung der Boronsaure-Deri vate nach einem 
der Anspruche 1 bis 6 als biologisch wirksame Verbin- 
dung, als biochemisch wirksame Verbindung, pharma- 
zeutisch wirksame Verbindung oder als diagnostisch 
wirksame Verbindung. 

21. Verwendung der Boronsaureester-Derivate nach 
einem der Anspruche 7 bis 14 als biologisch wirksame 
Verbindung, biochemisch wirksame Verbindung, phar- 
mazeutisch wirksame Verbindung oder als diagno- 
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